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Obenetzang des Earopaischen Fateats Nr. 0 608 (36 
Eutopiische Pateatanmeldung Nr. 93 3 10 579.3 
KIKKOMAN CORPORATION & NODA INSTmmE FOR SCIENTIFIC RESEARCH 

Case: N67S90 GCW/AHB 
■ Me/AR 



Cydoisomaltooligosacduuride; Enzym nnd Veifiihren za ihrer HeisteUung, and 

VerfidireB zar Herstdlung des Emyms 

Hintergnmd der Bcfindung 

1. Gebiet der Etfindim^ - - 

Die voriiegende Erfindung betrifft Isomahooligosaccharide, Isomaltooligosaccbarid-Syn- 
thase, welche die OUgosaccharide aas Etewran bildet, itod ein Verfehien zur HeisteUung 
der Oligosaccharide imter Verwendung des Enzyins oder eines 2x1? Produktion des En- 
^rms be^Ugten Nfikfoocgaiiismus. 

2. Besdireibung des Stands der Technik 

Ein Cyclodextrin aus 6-8 Glukoseresten. die durch a-l,4-Bindungen veiknfipft ^r,ft ist 
ablicherweise unter Cyciooligosacchariden gut bekamoL Das Cyclodextzin besitet wegen 
seiner HydrophoKzitat im Zentrum des Rings die Fahigkeit (Einschlufivenn6gen), an eine 
Vielzahl hydrophober Stofife zu binden. Wegen dieser Eigensdiait wurde die Vetbindung 
zur Stabilisierung und Verbesserung der L5sii«Akeit, etc. vetschiedcner Stofife oaf vielcn 
Gcbieten, wie Aizneinuttel, Kosmetika, Nahi^jngsmittel, etc., vetwcndet und entwickelt 
(Handbook of Amylases and Related Enzyines, 233-243 (1988), zusanmjengestellt von 
der Japanese Amylase Researdi Society). 

In den let^oen Jahren wurden auch aus 6-8 Fructoscresten in p-2,l-Bindung bestehende 
Cyclooligosacchazide gefimden, von denen erwartet wird, daB si^ ahnlich wie Cyclo- 
dextrin. auf vielen Gebieten Anwendui^ finden (Carbohyd. Res., Bd. 192 (1989), 83-90). 

Zusaizlich zu den vorstehend erwfihnten Saccfaariden wurde eine gtoBe Vielzahl von 
Cyclooligosaccharidwi, wie aus 17-24 Glukoseresten in p-^I,2-Bindung au^ebaute Cyclo- 
sophoraose, Cyclogentiooligosaccharide aus 3-4 Glukoseresten in ^-^.6-Bindung, mit 6 
RhaomosemolekOlen cyclisiertes Cycioawaodorin, mit 6 MannosemolekOlen cyclisierte 
Cycloinanxwhfflcaose, etc., ea^ymatisch Oder chemisch synthetisicrL . 

Jedoch war bisher kein Cydooligosacchaiid aus Gltikoseresten bekannt, die durch a-1,6- 
Bindxmgen verknf^ft sind. 

Ziele und 2ugunme"feg«»"fF der Rrfiwrfitr^pr 
Das Ziel der vorli^nden Erfindung ist die Bereitstellung von Cyclbisomaltooligosu;- 
chariden aus Glukosen, die durch a-l,6-Bindungen veiknt^ft sind, von denen erwartet 



Obersetzung des Europgiscfaen Patents 0 608 636 



wird, daB sie besoiiders nfflzUch sind. eines Verfehrens zor HersteUung derselben. Cyclo- 
isomaltooligosaccharid-Synthase. die diese OUgosaccharide aus Dextran bUdet, und eines 
Vei&hrem zur Herstelliu^ des Eozyms. 

AIs Eigebnis der Durchmustenmg von BOden auf einen Iwfikroorganismus. welcher 
5 CyclooUgosaccharide aus Dextran bildet. steUten die hier genannten Erfinder fest. daB ein 
zur Gaming BaciHus gehOriger Bakterienstamm Cyclooligosaccharide und Cycloiso- 
maltooligosaccharid-^ynthase produziert. * ' 

Das heifit, die voriiegende Erfindung umfeflt: 

1) CycloisomaltooUgosaccharid, gewShlt aus der Cycloisomaltohepiose mit einer aus 
7 Glukoseresten in a-1 .6-Bindung auj^bauten cycliscben Struktur, Cycioisomalto- 
octaose mit einer aus 8 Glukoseresten in a-l.^Bindung aufeebauten cyclischen 
Struktur und Cycloisdraaltononaose mit einer aus 9 Glukoseresten in a-l,6-Bindung 
au^bauten cycliscben Strukmr uno&ssaidenGn]^. 



10 



2) 



Cycloisomaltool^sacchaiid nach Punkt IX wiedergegebcn duich Fonnel Q- 

C 




(1) 



15 

woiin n fdr eine ganze Zahl Von 7-9 stebt. 

3) CycIoisomaliooUgosaccharid nach Punkt 2), worin n filr 7 steht 

4) Cyctoisomaltooligosacchaiid nach Punkt 2). worin nftr 8 steht 

5) CycloisomaltooKgosaccharid nach Punkt 2), worin n filr 9 stehL 

20 6) C^cIoisom^tooUgosaccharid-SynthasemitdenphysifcochemischenE^eBsc^ 

® Wiricimg auf ein Polymer aus Glukosen. die durcha-1.6.Bia " 
sind, wie Dextran. zur Bildung eines Cycloisomaltooligosaccharids dutch intiamolekulare 
Transglykosylierungsreaktion; 
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fl^tfcette. jedoch nicht auf Amylopektin und PuUul^^ 

BinAingvonGlukoseninderStruktur,und ' 

7) zur HetsteUung voa Cycloi3«^ 

das Kultawea in einem dextianh^ 
ngea MIkrooisanismus, der in der 
zierai, und daim Gevyinnen des Enzyms aus d» 

10 8) Ver^ zur HeisteUung der Cycloisomaltooligosaccharide. van&ssend das Wir^ 
texlassen des Enzyms nach Punkt 6) auf Dectom. urn CycloisomaltooKgosaccha- 
nde zu bildezL - © 

9) Verfehrea zur HersteUui« der Cycloison«IU^^^ 

kenlassen einer miktooiBaiusmiBfi«en Mischung. die durch Kultivieren in einem 
dexta^tigea Medium eines zar Gattung B««^ 
d«m^«Xageist.dasEnzymn^ 

auf Dextran, urn die Cycloisomaltooligosacdiaride m 



15 



20 



10) Vofehmi zur Herstellung von Cycloi8omaltooligosac<d,ariden, umfessend das Kul- 
tivieten m einem a-1.6-gliikanhaltigen Medium eines zur Gattung Ba«llu^ gehflri- 
gen Mifaooxganismus, der in der Lage ist. das CycIoisomaltpoJigosaccharid gemSB 
Purto ) zaproduzieren, und dami Gewinnen des Cycloisomaltooligosaccharids aiis 

<rar Kultur. 

We vorUegende Erfindung wid nachstehend ausf^ 
KeMnderbeschi«T«nzu^ 

maltoohgosaccharide (Cycloisomaltoheptaose. Cydoisomaltooctaose und Cycloisomalto- 
aonaose) und weisen sie anschKeflend anf der Grundlage der Eigenschaften als Cyclo- 
oligosaccharide aus. '-jrwo- 

1. •^E»emeittaranalyse«igte,daBdievorliegendeaVcrbu^^ 

'"^re. Octamere^zw. Nonameic aus Glukosen sind, wie durch di folgenden Daten 
30 wiesen wizd:— * 



25 



Cycloisomflltoheptaose (als C42H70O35JH2O) 

Berechnet: C: 42,43%, H: 6,44% 
Sinittelt: C: 42,78%. H: 6,33% 

Cycloisomaltooctabse (als C^gHgoO^o^HaO) 
5 Berechnet C: 42,11%, H: 6.48% 

Ennittelt: C: 42^7%, H: 6.24% 

Cycloisomaltonoiiaose (als C54H90O4J.5H2O) 

Berechnet: C: 41,86%, H: 6,51% 
Ermittelt C: 41,53%, H: 6.18% 

dem von Hitach. Seisakusho Co., Ltd.. hergesteUten Mas^ 
Cycloisomaltoheptaose: II34 
Cycloisomaltooctaose; 1296 
Cycloisomaltononaose: 1458 

^S^^ * «^ ..r^ Mole- 

Cycloisomaltoheptaose: 234-238**C 
. CydoisomaltDoctaose: 238-241*C 
Cycloisomaltononaose: 239-242'*C 
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25 



30 



1 "^-^f ^'-^P^^ «^ kcine chamkteristische Absorption (gemes- 

^ nut dem Spektrophotometer 775, hergesteUt von Hitachi Seisakusto Co^ 

cXt::^r^^^^^^ von solchen ^or^en 
^m^^'^iS^^ Infiaiot-Absorptionsspektren. aufgezeichnet mit dem IR-Spek- 

me Che a.l.«.B«dun8 kem«e,chneten Absorptionspeaks bei 917±2 cm'^ und 768 ± I 
cm d»eGegen^vona-1.6-Bindungeninden01igosaccharidenan2eigen. 
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6. DieLOslichkeitderOlig saccharide in einem LOsungsmittei 
mg/l bei Raumtempeiatur. 



betrigt mindestens 20 



7. Das Somogyi-Nelson-Verfehfeh legt die AbwesenHeit einer leduzierendea End- 
gnqipe in den Oligosaccharidea sehcnahe. 



8: 



Die vorKegenden Verbindungen sind weiBe Stoflfe mit neutialem pH. 



9. Ihre cydische Struktur wurde im "C-NMR. durch die Gegenwart von mir 6 Si- 
gnaien gestOlzt. die mit dem NMR-Spektrometer ModeU NM-FX200, hergestcUt von 
Nihon Denshi Co., Ltd., aiifgezeichnet warden. Die Analyse der Isomaltoheptaose legt 
eine a-l,6-BinduDg'als.'Bindungstyp sehr nahe. 

Die vorUegenden VeAindungen wurden wie folgt enzymatisch analyri 

10. Man Hefi Glukodextranase, dii. Dcxiranase vom Exo-Typ. auf die vorii^enden 
VerWndungen (l%ige LOsung) einwiiicen, jedoch wuiden sic nicht vollstsndig hydro 
lysiei^ wie in Fignr 2 gezeigL Unter den gleichen BediDgungen wuidcn Isomaltohexaose 
und lsomaltohqitaose vollstsndig hydrolysu^ Diese Ergehnisse legen nahe, dafi die vor- 
Kegenden Veririndungen keine linearen Isomaitooligosaccharide sind. 

1 1. Pie voriiegenden Verbindungen (l%ige L5sung) wurde mit einer Dexiianase vom 
Endo-Typ in Glukose und Isomaltose au^espalten. Dies legt nahe, daB die voriiegenden 
Verbindungen (OUgosaccharide) ausscWieflUch in Glukosereste als BestandteUeinlieiten, 
die duich a-l,6-Bindiingen verimt^ft sind, au^espalten werfen. 

Durch die Ergebnisse der vorstehenden Punkte 1 bis 11 wurde bcwiesen, daB die vbr- 
Uegenden Verbindungen Cyclooligosaccharide sind, welche aus 7-8 dutch a-U6-Bindunr 
gen verfcai^ Glukoseresten bestehen. Die chemische Struktur der Cycloisomaltooligo- 
saccharide wird durch Foimel (I) wiedergegeben: 




(I) 



25 worinnfttreineganzeZalil von7-9steht 
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Wie vorstehend ausfiihrHch erifiutert, unterscheiden sich die voriiegenden Cyclooligosac- 
chaiide von hedcOmmUchen Cyclooligosacchariden hinsichtUch der Eigenschaften vfiUig 
und sind voUkommcn neu, da sie aus Glukosen bestehcn. die duich a-i.6-Bindungen ver- 
kntipft sind. Wegen ihier cyclischen Struktur weisen die vorHegenden Veibindungen ein 
zur Stabilisiening und Solubilisierung von Stoffen unteischiedlicher QrtJBe. die nicht von 
Cyclodextrin umhmit weiden. ntHzUches EinschluBvermagen auf und sie werdcn insbe- 
sondere als EinschluBnnttBl ftr Aizneimittel mKi Nahnmgsnutte^ 

Die vorUegende CycloisomaltooUgosaccharid-Synihase weist folgendc enzynichemischen 
Eigenschaften au£ 

® Widams auf ein Polymer aus Glukosen, die durch a-l.S-Bindungen verknflpft 
, sind, wie Dextran, etc., zur BUdung eines Cydoisomaltooligosaccharids dutch intiamole- 
kuIaieTiansglyko^lierungsieakdon; 

® Substtaispezifitat der Wiricung auf Dextran mit einer a-l,6-Bindung als eine 
Haupdcette, jedoch nicbt auf Amylopefctin und Pullan, etc. mit einer nur teUweisen a-1,5- 
15 Bindung von Glukosen in der Stniktun und 

® optimaler pH in der Umgebung von pH 5,5 und Stabilitats-pH im Beretcfa von pH 4,5- 
8,5- 

Wie vorstehend beschrieben, unterscheiden sich das vorUegende Enzym hinsichtUch der 
Eigenschafken von httkOmmHchen Cyciooligosacchaiid-Synihasen. Cyclodexliin-GIu- 
20 kanotnuisfcrase (hier nachstehend bezeichnet ab -COTase-; 

ohgosaccfaarid-Syntfaase Oiier nachstehend bezeichnet als "CFTase") und der cyclischen 
P-U-Glukan-Synthetase insofcm. als es aus Dextian ein Cyclooligosaccharid aus Glu- 
kosen bUdet, die durch a- 1,6-Bindungen verknC^ft sind. Ahnlich CGTase und CFTase ist 
das vorUegende Enzym ein multifunktioneUes En^ das neben der intramolekularen 
TiansgIylK«yUerungsreaktion die Reakdon (Kupplungsreaktion) zur BUdung eines Iso- 
maltooUgosaccharida mit einem OH-Akzeptor katalysittt, welcher dmch die intramole- 
kulaiB TransglykosyUerungsreaktion eines CycIoisomaltooHgosaccharids und einem ge- 
eigneten OH-Akzeptor daian gebundcncn wird, sowie die Reaktion (Disproportionie. 
ningareaktion) zur BUdung von IsomaltooUgosacchariden mit verschiedenen Polymeiisie- 
rungsgraden aus IsomaltooUgosacchariden. 

Nachsteh««i wird ein Vcrfehren zur HersteUung des erfindungsgemflBen Enzyms be- 
schriebetL 



25 
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Der in der vorliegenden Erfindung verwendete Mikroorganismus kann ein bel iebiger zur 
GattUDg BacUlus gehflriger Mikroorganismus sein, der in der Uge ist, Cycloisomalto- 
oligosaccharid-Synthase zu bilden, und ein Beispiel ist Bacillus Sb. T-3040. 

BaciUus Sb. T.3040 ist ein durch das Durchmustem von Baden crhaltener Wadstamm 
und weist die folgenden bakterieUen Eigenschaf^ 
(1) Moiphologische Merionale 

Bacillus 
ctkennfaar 

voifaanden . , - 
AusstQlpung 

(zentral Oder subtenninai) 



1. Fonn 

2. BewegUchkeit 

3. Spoien 
10 Sporangium 

Position 

4. Gramfixbung 



(2) Wachstumsfbrmen 
1- Fleisch-Agar-Plattenkultur 

IS 2, Fleisch-AgarrSchragkuItur 

(3) Physiologische EigCTschaften 
1* Nitratreduktion 

2. DCTxtrLBzieruiig 

3, MR-Test 
20 4.VP.Test 

5. lodolbildung 

6. Schwefelwassezstofibildung 

7. Starkehydrolyse 

8. CitxonensBureverwertung 

9. Verwertung dnorganischer Stickstoffipiellen 
Nitrat 

Ammoniumsalz 

10. HamstofiT 

11. Oxidase 

12. Katalse 

13. Wachstumstempeiatiirbereich 

14. Verhalteg^^enQber SaucrstofiF 

15. O-F-Test 



gleichmfiSig und ohne Pigmentbildung 
gleichmS0ig und ohne Pigroenibildung 



1Q,370Q 

aerob 
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Slurebildung 
+ 



Gasbildung 



30 



+ 
+ 
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16. Verfialten gegenOber Zuckem: 

(1) L-Arabinose 

(2) D-XyIose 

(3) D-Glukose 

(4) D'Mannose 
' (5) D-Fructose 

(6) D-Oalaktose 

(8) Saccharose 

(9) Lacb>se 

(10) Trehalose ' + 

(11) D-Soibitol 

(12) D-M^mitol ^ 

(13) Inositol . 

(14) Glycerin 

(15) Stidce + " 

D« Bateerienstamm T.3040 ist ein sp«enbUd«nder. Giam-positiver Mikrooigamsmus 
und die hier geaannten Erfinder keanzeichneten flm als cinen zur Gaitung Bacflh^ g^s- 

ISfflaoc^anismus. jedoch kon^^ 
auf der^arundlage von Beigey-s 

^ Dieser Mikrooiganismus. der lediglich als ein zur Gattung Bacillus gehflriger Bak- 
- to^^^ identifiziert wurde, wuide bezeichnet als Bacillus sp. T-3040 und unier der 
Hfinterieg^unuuer PERM BP-4132 beim Fe«nentalion Research Institute, Agency of 
Industaal Science and Technology. Japan, hinterlegt 

E^^«^^g«maBe Mikiooiganismus vnrd in der gleichen Weise^e herkSnmdiche 
Maaoorgamsmen QbUcher^ in einer SchQttelknltur in Flflssigmcdium, einer Spinner- 
loUtur untcr Beltlftung, etc. aerob kultivierL Das verwendete Medium setzt dch 2.B aus 
^eeigneten Stickstof^lle (z3. CasdnhydxolysaJ^. Pepton. Polypepton. Bacto- 
hypton ete., oder Sojabohnenproteinhydtolysate, wie Soyton), einer Kohlensto^Ue 
(^nut Zuckerao^en. wie Glukose. Glycerin etc.) und, fidls erfbtderHch. Hcfeextrakt. 
Vrtamm^, ^wie Riboflavin etc., und Phosphaten. Magnesiumsal^ Nalriumchlorid, Mine- 
raUen, Z.B. Spuienelementen. und Dextran, das ab 

Q^oisomalspqfeosaccharide dient. zusanunen. Der pH des Mediun« kand in einem pH- 

Benach begen. in dem der erfindungsgemafie Mikrooiganismus 
weise bei pH 6-8. 
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Der Miktoorganismus wird zJB. unter Schfitteln oder ROhren unter Belaftung bei iib- 
lichfiTweise 20-40*»C, voizugsweise 30*C, und wihrend 16 Stunden bis 6 Tage, voizugs- 
weise 3 Tage, kultiviert 

Die crfindungsgemaBe Cyclooligosaccharid-Synthase wiid aiis der tesuhieienden Kultur 
5 zum Beispiel gemflfi dem folgenden Enzymreimgungsschritt ethalten Eine mikrooiga- 
msmusfisie EnzyiiqwS^wratioii, welche ledigUdhi duich das Zeiitrifugiei«n der Kultur und 
das anschliefiesd&.Kon2ienlriereii des resultierendea Obeistands ttber eine Memfaran er- 
halten wurde, kann zur Herstellung der erfindungsgemafien Cyclooligosacchaiide ver- 
wendet werden, und, fells eacfoideriich, wird aus dieser 
10 leinigta: Standard ia-flblicii^Weiseeifaalteii. 

Jedes herkSmndiche Reinigungsvetfehren kann ftlr das erfindungs^emafie Enzym ange- 
wendet werdeo. Ein bochzeiner Cyclooligosaochaiid-Syndiase-Standaid kann durch das 
Befaandeln einer mikxoozganismusfreien Kuhur, wie nachstdiend beschrieben, erhalten 
werden. 

15 Dann lafit man das erfindungsgemfiBe Enzym auf Dextran zur Bildung der Cycloisomalto- 
oligosaccharide einwiricen. 

Die Enzymreaktion wird bei 10-60«»C. vorzugsweise 40''C bei pH 4^-8.0, vcwzugsweise 
5,0-6,5, und wfifarend 10-72 Stunden, vorzugsweise 48 Stunden, ausgefOhit. Falls erfcr- 
deriich. kann die S«akdonsl0sung gerflhrt und ein organisches L5sungsmittel. wie Metha- 
• 20 i»I,,EtiiaiioI,etc., zuderReakttonslSsungzugegebenwetden. 

Bei dem vorliegenden Veriahren kfinnen die Cycloisomaltooligosacciharide dorch die 
Verwendung des votstefaend erwahnten mikrooigahismus&eien Konzentrats der Kultur 
mit der gleidien EfiBzicnz gebildet werden. wie sie dutch die Verwendung des gereinigten 
Bxayms erzielt wird. Jedes Reinigungsvofefaren filr herkdmmlidie Oligosaccharide kann 
25 «benfells ab Verfehren zur Gewinnung der erfindux^sgemifiea OBgosacch^ 

R£aktionsl5sung angewendet werden. Auf dem Fachgebiet bekannte Verfehren, wie Kflh- 
len. Behandeln mit einem organischen Lasungsraittel oder Aktivkohle, Chromatographie 
auf einer Aktivkohlesaule oder einer Cyclooligosaocharid-sperifischen AdsorptionssSule, 
etc., kdnnen einzdba oder in Verbindung miteinander angewendet werden. 

30 Die er&xdungsgiemafien Cycloisomaltooligosacchatide kdnnen z3. auch durch den nach- 
stehend bes^Griebenen Gewinmingsschritt aus einer Kultur des Mikroorgam 
Medium mit einem a-l,6-Glukan, wie Dextran, ofaalten woden. 



Obersetaing des Eiiropiiscfaen Patents 0 608 636 



10 



Die Kultur wird zur Entfcnumg der Mikiooigamsmen zentrifugiert und dann Ober eine 
Membran konzeatriert. Das auf diese Weise exfaaltene niikioorgaiusmusfieie Konzentrat 
wild einem Rciaigungsvctfehren fSr herkSmmliches Cyclodextrih unterzogen, wobei 
hocArdne CyclooKgosaccharid-Fraktionen erfialten 

5 Ene hochieine Probe eines jeden Cydooligosaccharids kann duit^ ein Reinigungsver- 
fehren, wie HochleistungsflOssigkeftsciiromatograpMe CHPLC) auf einer Trennungs-Ad- 
soipdonssaUe, etc, eilialtea werden. HafatamiHche Verfehren. wie KjablaC Bchandeln 
mit einem otganischen LOsungsmittel oder Akdvkohle, Chromatographie auf einer Aktiv- 
koWesaule oder einer CyclooEgosaccharid-spezifischen Adsoiptionasflule, etc , kdnnen 
10 einzeln oder in Verbindung miteinander zur Reinigung der CycIoisomaltooUgosactsharide 
aus dem mikrooigazusrnusfieien Kulturkonzentrat angew^ 

ErfindungsgemaB kOnnen ncue Cycloisomaitooligosaccharide, welche aus durch cine 
a-l,6-Bindung verknOpfle Giukoseresten au^ebaut und als EinschluBmittel fllr Aiza^ 
mitteU Nahiungsminel, etc. nOtelich sind. und ein Verfehien zur HersteUung von hocfa- 
15 reinen Oligosacchariden in hoher Ausbeute durch die Verwendung eines zur Gattung Ba- 
ciUus geihOrigen Mikroorganismus berei^estellt werden. Femer kann erSndungsgemSfi 
auch eine CycIoisomaltDoMgosaccharid-Symhase berdtgestellt weiden, die es ermaglidit, 
dafl diese CycloisonjaltooKgosaccharidc gemSfi einem sehr ein&chen Verfehren in einer 

hohen Ausbeute efiBzient heigesteUt wenien- Dedialb ist die vorKegende Erfindu^ 
20 bidustrie Sufierst nOtzlich. 



Kutze Beschreibung der Zejchnnnfyea 

Figur 1 zeigt Inftarotabsoiptionsspefctren der drei erfindungsgemaBen Cydoisomalto- 
oligosaocharide. 

Figur 2 zeigt das Eigebnis der enzymatischen Analyse der dxei etfindungsgemSfien Cydo- 
25 isomaltooUgosaccharide. 

Figur 3 zeigt das Ergebnis der HPLC-Analyse der diei erfindungsgemaUen 
Cycloisomaitooligosaccharide (A: ein Eluat bei der Chromatographie auf Aktivkohle; B- 
D: einzelne Cyclooligosaccharide). 

Figur 4 zeigt IJLC-Profile der drei erfindungsgemaBen CycIoisomaltooUgosaccharide. 
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Beschieibung der bevoizugtea Ausf&hnmgsfbnnen 
Die vorliegeade Erfindung wiid imter Bezugnahme auf die folgenden Beispiele ausf&hr- 
licher beschnebecu welche jedoch den ScfaitTaimfeng der vorliegendea Erfindung nicht 
begrenzen soUexL 

5 Beispjci 1 

3 ml eines FiOssigmediucns (Leitungswasser» pH 7,0), zusammeiigesetzt aus 19^ Dextian 
T2000, 1% Pepftair0,5% NaCl imd 0,1% Hefeextrakt, wurden in ein 15 ml-TestrOhichea 
eingefatacfat und dann bei 120^C xvahiend 20 Minuten sterilisiert Der Mikrooisanismus 
Bacillus sp. T-3040 (PERM BP-4 132) wurde auf das Medium ObOTmpft und bei 30^C 

10 wahrend einem Tag'unter"^Schtttteln kuItivierL AnschiieBend wuide die Kulturl6sung 
(3 ml) auf 2 1 Medfium in einem 3 1-MixugefilB mit der gleichen Mediumzusammensetzung 
aberimpft, das unter den gleichen Bestimmungeo, wie vorstehend beschrieben. sterilisiert 
wurde, und der Mikroorganismus wurdc bei 30^C, 0^ wm und 350 Upm wShrend 2 
Tagen unter Schffiteln aerob kultiviert. Nach Beend^ung der Kultur vnnde die Kultur bei 

15 8000 Upm wSbrend 20 Mimiien zezitrifbgiert, um sie in cm BakterienprSzipitat und einen 
Oberstand als mikroorganismus&eie Kultur aufzaxtrennen. 

Der Oberstand wurde auf eine AkdvkoUesixUe au^et^ 

dazan absorbierten Cycloisomaltooligosacdiaride schrittweise mit Ethanoi elmert, wobei 
die Konzentradon bei jeder Elution um 5% eriifiht wurde. Die grOfite Menge dex Ziel- 

20 Cyclooligosaccharide war in der mit 20%igem Etfaanol eluierten Fraklion entfaalten. 
Dieses Eluat wurde auf einem Rotadonsverdampfer konzentriert und dann dun^ HPLC 
auf einer TSK-Gel-Aznid 80-Saule analysiert (eixie Ttennungs-Adsoiptionscfaromatogra- 
phie-SSule, heri^stellt von Tohsb Co., LtdL), Das Ergebnis ist in Figm- 3A angegeben. 
Diese robe Cycloisomahooligosaccfaarididsung wurde auf einem Rotationsveidampfer 

25 kon2aentiiert und daxm etner HPLC auf einer YMC-PA43-Slule untei2x>gen (eine piSpara- 
tive Trerimmgs-Adyiptionschioniatogri^hie-Saule^ horgestelit von Yamamura Kagaku 
Co., Ltd.) und auf diese Weise in die einzelnen Cycloisomaltooligosaccharide au^g^ 
trennt. 

Jede Fraktion wurde mit einem Rotadonsverdampfier konzentriert Zur Entfemung der als 
30 Verunreinigungen beigemischten linearen Isomaltooligosaccfaaride wurde dem Konzentrat 
Glukodexbranase (Dextranase voin Exo-Typ) zug^eben und man liefi die Nfischux^ Ober 
Nacht hci 42^<>*^eagicren. Die ReakdonslSsung wurde zur Bcendigung der Umsetzung 
gekocht, dann zur Entfemung der denaturierten Proteine zratrifugiert und emeut auf eine 
YMC-PA43-Saul fUr eine HPLC aufgctrageu, um die einzelnen Cydoisomaltooligosac- 
35 charide aufeutreimcrL Jede Fraktion wurde auf einem Rotationsveidampfer konzentriert 
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und das resultierende Konzeatrat wurde auf die Reinheit des Oligosaccharids xmt HPLC 
aiif einer TSK-Gel-Amid SO-Saul (eine Trennu5gs-Adsoiptioiischromatographie^Sule 
hergesteUt von Tohso Co., Ltd.) analysieit. Das Etgebnis ist in Figur 3B-D dargesteUL 
For jedes Oligosaocharid wutde eine Reinheit von 98% oder hSher erzielt. Die Oligosac- 
chand-Fraktionen wuiden gefiiergetiocknet, wobei etwa 60 mg Cycloisonialtoheptaose, 
etwa 200 mg Cyclomaltooctaose bzw. etwa 100 mg Cycloisomaltononaose erfaalten vnir- 
den. 

Beispiel2 

500 ml-Kolben, jeweils gefMIt mit 100 ml eines Flflssigmediums (Leitungswasser pH 
7,0), zusammengesetzt ius' 1% Dextran 40 (hergesteUt von Meito Sangyo Co Ltd.) 1% 
Pepton (Kyokuto Seiyaku Kogyb Co., Ltd.), 0.5% NaCl und 0.1% Hefeextrakt (hetge^Dt 
von Drfbo), wuiden bei 120-C wflhiend 20 xMinuten sterilisiert. Der Bakterienstamm 
BaciUus sp. T-3040 (FERM BP-4132) wunie auf das Medium tiberimpft und bei SO'C 
wShrend einem Tag unter SchtUteln kultiviert. 

1000 mi der so ediahcmen Kultur wurden a«f 1 1 Medium in einem 500 tTank mit der 
gleichen MediumzMsammensetzung flbetimpft, der umer gleichcn Bedingungen, wie 
voBtehend beschrieben. sterilisiert wurde, und der Mikrooiganismus wurde wShrend 3 
Tagen unter SchOtteln bei SO-C, 0,25 wm und 70 Upm aieob kultivierL Nach Beendi- 
gung der Kuitur wuide der Mikrooiganismus aus 3001 der KulturlSsupg durch Ultra- 
filtration mit einer Micro2a*8>-Membian (hergesteUt von Asahi Kasei Co.. Ltd.) entfemt 
und die nukroorganismusfieie Kuitur wurde Ober eine Hohlfesermembmn (Molekularge- 
wichtsabtnamung >6000) auf 6.3 1 FltJssigkeit aufkonzeutriert und das resultierende Kon- 
zcntiat wurde in AUquots von 900 ml aufgeifiilt und bei -20<'C gelagert 

900 ml des Konzenttats wurden zur Reinigung der CycloisomaltooUgosaccharid-Synthase 
verwendeL Das Konzenttat wuide aufgetam und dann flber Nacht bei 4«C gegen 10 mM 
PhosphaQwffer (pH 7.0) mit 1 mM EDTA dialysiert. Das Dialyaat wurde zur Entfemung 
der unloslichen Stoffe zentri&giert mid der tWand wurde auf eine mit dem gleichen 
Pufifer voraquUibrierten DEAE-Sepharose^L6B.Sfiule au^etragen. Nach dem Waschen 

imt dem gleichen Puffia: wurde das absorbierte Protein mit einem linearen NaCl-^ 
ten von 0-0,8 M eluiert. Fraktionen mit Enzymaktivitit (320 ml) wurden vereinigt und 
Ammoniumsulfet wurde bis zu einer Endkonzentration von 1.0 M zugegeben. Anschlie- 
Bend wurden d» unlesUchen Stofife durch Zentrifugieien entfemt und der Oberstand wur- 
de m der gleichen Weise, wie nachstehend beschiieben, durch prSparative HPLC geiei- " 
nigt Der Oberstand wurde auf eine TSK^Jel-Phenyl-SPW-Sflule, vorSquOibriert mit 
100 mM Phosphatpuffer (pH 7,0), der 1,0 M Aimnoniumsulfet und 10 mM EDTA ent- 
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Melt, au^jetra^ii und dann mit dem gleicbm Puffer gewaschen. Das adsoibierte Protein 
wuide mit einem linearen Ammoniumsul&t-Gradienten von 1 ,0-0 M eluiert. 

FrakdojEira (ISO ml) mit Enzymakdvitat wiirden vareinigt imd anschliefiend wuide dazu 
Ammoniumsul&t bis zu einer Endkonzentradon von 1,0 M zugegebeiL UniSslidbe Sto£fe 
5 wunlen dnxch Zeotiifugiaren ent^^ 

Phenyl-5PW-Saule auf^tragen, die mit 100 mM Phoaphatpufiw (pH 7,0), enthaltend 
1 ,0 M Ammoniimisul&t und 1 0 mM EDTA, voi^uiUbriert woxden war. Die SSole wurde 
dann mit dem gleichen Puffer gewaschen und eicunal mit dem gl^hen Puffer gewaschen, 
woEin die loneostSike des Ammoniumsul&ts auf 0,3 M emiedrigt wurde, und das adsor- 
10 bierte Protein wurde nut' emem Uneazen Ammoniumsul&t-Giadienten von 0,3-0 M elu- 

iert ) 

Frakdonen mit Enzymakdvitat (88 ml) wuiden gesammelt und bis zu etwa 1 ml FlQssig- 
fceit konzentriert, die wiederum mit 20 mi 10 mM Phosphaipuffer (pH 7,0) mit 1 mM 
EDTA verdOnm wurde. Diese tasung wurde auf dne tSK-Qei-DEAE-5PW-Sauie au^e- 
15 tragCTi» die mit lOnaM Phosphatpufier (pK 7,0) mit 1 mM EDTA vorttquilibriert worden 
war, dann mit dem gleichen Puffer und einmal mit 0,15 M NaCl gewaschen. Diss absoz^ 
bierte Protein wurde mit einem linearen NaCI-<}^^ 

Frakdoneh mit EnzymakdvitSt (12 ml) wurden gesammelt und duith Ultrafiltcadoti auf 
0,9 ml FlOsd^keit aofloonzentriert Ein Aliquot von 0,3 ml des so erfaaltooen EmQrmkon- 

20 zentrats wurde auf eine TSK-Gel-G3000SW-Sfiule, vorJEquilihriert mit 100 mM Phosphate 
pufiEte- (pH 7,0) mit 10 mM EDTA imd 200 mM NaCl, aufeetragcn und dann init dem 
gleichen PufEer eluiert Das zuriickbleibende Enzymkonzentrat (0,6 ml) wurdm in All- 
quots von 0,3 ml aufgeteilt und jedes Aliquot wurde in der gleichen Weise, wie vorste- ' 
hend beschrieben^ auf die Saule aufgetragen. Frakdonen mit Enzymakdvitat wuxden ge- 

25 sammelt und duich eine SDS-PAGE analysiert Das Ergebnis zeigte eine einzige Bande, 
was anzeigt, da0 die Probe feci vcm Verunreinigungen ist 

In dem vorstefaenden Veifihren wurde die gerein^te Cycloisdmaltooligosaccharid-Syn- 
thase (12 mg) erhalten. Die physikochemischen Eigenschaften des voriiegenden gereinig* 
ten Enzyms entsprachen den vorstehend angegebenen. Es wurde bestSdgt, daB die Inkuba- 
30 don von Dextran mit dem voriiegenden gereiiug^ten En2ym zur Bildxmg von Cycloiso- 
maltooligosaccharlden f&hrL 
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Beispiel 3 . 

300 1 Flassigkultur von Bacillus sp. T-3040 wmxlea fiber eine Micioza®-Membran ge- 
leitet. urn den Mitaooiganismus zu entfemen. und die mikroorganismusfieie Kultur wur- 
de fiber eine Hohlfesetmembian (Moleknlaigewichtsabtre^ >6000) auf 6.3 I FlOssig- 
keit au&onzen&iert und dann in Aliquots von je 900 ml ftir die Lagerung bei -lO^C au%e- 
tttlt. Bin Tea des Kuituriconzcntrats wurde mit 10 1 dner wfiBrigen Lflsung von lOOg 
Dcjdran (hogesteUt von Meito Sangyo Co., Ltd.) in 10 mM PhosphatpufFer (pH 6,5) ge- 
mischt und ditf Mischung wurde wShrend 48 Stundea bei 40»C inkubiert. Die LSsung 
wurde 2ur Beendigung der Umsetzung gekocht und mit Aktivkohle versetzt, urn nicht um- 
gesetztes Dextian zu adsoAieren. Nach Enifemung der Akti^hle wurde der Oberstand 
auf eine mit deionisiertem Wasscr vorflquiUbrierte Aktivtohlesaule auftetragen und dann 
mit deionisiertem Wasser gewaschen. Die adsorbiertm Oligosaccharide warden mit 
emem linearen Ethanol-Gradienten eluiert. Cyclooligosaccbarid-Fiaktionfin wuiden ver- 
einigt. dann konzentiiert und auf eine mit deionisiertem Wasser vortquilibrierte ODS- 
Saule anfgetragen. Nach dem Waschen mit deionisiertem Wasser wurden die Oligosac- 
charide mit einem linearen EthanoMSiadienten eluiert und die Fraktioneu eines jeden 
Oligosaccharids wuiden vereinigt und gcfiieigetiockneL 

Die Gewichtsausbeute der so erhaltenen Cycloisomaltooligosaccharide betrug 2 1 g filr 
Cycloisomaltoheptaose. 4.6g ffir Cycloisomaltooctaose und 1,0 g filr Cyclois^malto- 
nonaose. Die Gesamtausbeuie der CycloisomaltooUgosaoAaride betrug 7.7%. Die HPLC- 
Analyse zeigte, dafi die Reinheit eines jeden OKgosaccharids bei 98% oder hdher lag. 
Figur 4 zeigt HPLC-Profile der CycloisomahooUgosaccharide. 

Die HPLC-Analyse wurde auf emer TSK-Gcl-Amid-Saule duichgefBhrt (eine Tiennungs- 
Adsotptionschromatographie^aule, hetgesteUt von Tohso Co.. Ltd.). In Figur 4 ent- 
spricht A der Cycloisomaltoheptaose-Fraktion; B der Cycloisomaltooctaose-Fraktion; C 
der Cydoisomahononaosc-Frakdon; und D entsprfcht dem Standard. 
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^Patentanspraelie 

1 1. CyciofsoTnaTtooligosarrhaTld, gewflhlt aus der Cyclolsomaltoheptaose 
mit einer aus 7 Glukoseresten in a* I .e^Blndung aufgebauten cyclischen S truk- 
tur. Cyclolsomaltooctaode mit einer aus 8 Glukoseresten in a-: 1.§-Blndung auf- 
geljautex r cyclischen Struktur und Cyclolsoznaltononaose mit einir aus 9 Glu-* 

5 koseresten in a-I.6*Bindung aufgebauten CTClischen Strukttir umfassenden 
Gruppe. ^ 

2. CycIoisomaltooUgosaccharld nach Anspruch 1. wiedergegeben durxrli 
Fomiel I: 

10 



IS 




(I) 



20 , worin n fQr einc ganze 2:alil von 7-9 steht. 



3. Cycloisomaltooligosaccbarid nach Ansprucb 2, wobei n ffir 7 stebt. 



25 



4* CycIolsomaltooUgosaccharid nacb Anspruch 2. wobei n fOr 8 steht. 
S. Cycloisomaltoollgosaccliarid nacb Anspruch 2. wobei n far 9 steht. 



6. Cyclolsomaltooligosaccharid-Synthase mit den physikochemischen Ei- 
genschaiten: 

30 ® Wirkung auf ein Polymer aus Glukosen. die durch a- 1,6-^Blndungen ver- 
knOpfW ind, wi Dextran. zxir BUdung eines Cycl isomalto lig saccharids 
durch intramolekulare Transglykosylierungsreakti xu 

® Substratspezifitalt der Wirkung auf Dextran mit einer a- 1 , 6-Bindung als 
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elne Hauptkette. jedoch alcht auf Axnylopektln und PuUulan mit ciner nur teU- 
welsen o-l.S-Btadung von Glukosea In der Struktun und 

9 <»PtlmalerpHinderUmgebungvonpH5,5uadStabmtats.pHtaiBereicli 
von pH 4.S-8.5. 

7. VerCa^n zur Herstellun^ von Cycloisomaltoollgo8acchBild:SynUiase 
umfassend das Kultfvierenin elaem dextranhaltlgea Medium eines rur Gattun^ 
BaclUuagchSrlgenMikroorsanismus. dertoderLage 1st. das^Enzymgem^^ An- 
spruch 8 «i j>ro4«?.teren. und dana Gewinaen des Eazyms'aus der Kuittir. 

8. Verfalirea sur HersteUung der Cyclolsomaltooligosaccharlde nacJi An- 
spruch 1. umfassead das Wirkenlassen des Enzyms aach Aaspruch 6 auf Dex- 
tran. urn Cyclolsomaltoollgosacchar^de zu bilden. 

9- Verfahren zur HersteUuag der Cyclolsoinaltooligosaccliarlde aach Aa- 
spruch I. umfassend das Wirkenlassen eiaer Tnlfcroorgantemusfrelea Mi- 
schung. die durch KultJinerea la elaem dextranhaltlgea Medium etees zur Gat- 
tuag Bacillus gehfitlgea Mlkroorgaaismus. der la der Lage 1st. das Eazym aach 
Aaspruch 6 zu produzlerea. erhaltea wordea 1st. auf Dextraa. urn die Cyclolao- 
aialtooligosacchande zu bUdea. 



10. Verfahrea zur HersteUuag von CydoisomaltooUgosacchandea. umfas- 
sead das Kultivierea m eiaem a- 1 .S-glukaahaltlgea Medium elaes zur Gattuag 
Bacillus gchangea Mlkroorgaaismus. der la der Lage ist. das CycloisomaltooU- 
25 gosaccharld gem^ Aaspruch i ru produzlerea, und dana Gcwiaaea des Cydo- 
Isomaltooligosaccharlds aus der Kultur. 
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